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１．はじめに 
２．細胞内 Ca イオン濃度の測定に関して 
a) どのような方法があるか 
b) Fura-2の特性 
c) 細胞内 Ca2+ 濃度の絶対値の求め方とその問題点 






a) 蛍光比（F340/F380） と Ca トランジェント（Ca transient） 
b) 血管収縮と Ca トランジェント 
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ベラパ ミル１０－５Ｍ一
角隼ｆ
(a)Ｃａ桔抗薬ベラパミルの冠動脈拡張作用とＣａトランジェントに対する作用．９０ｍＭＫＣｌの
脱分極によって膜電位依存性Ｃａチャネルが開き，細胞内へのＣａ2＋の流入が起きて拘縮が生じ
る．ベラパミルは濃度依存的にＫＣｌ拘縮とＣａトランジェントを抑制し，10-5Ｍの濃度におい
て完全に静止時と同じ値となった．（b)ニトログリセリンの冠血管拡張作用とＣａトランジェン
トに対する作用．ニトログリセリンはＫＣｌ拘縮を抑制したがＣａトランジェントには何ら影響を
与えなかった．ニトログリセリンでＣａトランジェントが変化せずに弛緩が生じている状態に，
さらにＣａ捨抗薬のベラパミルを作用させると，Ｃａトランジェントが減少するとともに残って
いる張力も消失した．（c)細胞内Ｃａ2．濃度と張力との関係．コントロール：ＫＣ１５，３０，４５，
６０，９０，Ｍ(○)．ニトログリセリン(ＧＴＮ）：10-5Ｍ(ＫＣ１５，３０，６０，９０，Ｍ)（●)．ニトログリ
セリン存在下ではKCl拘縮の細胞内Ｃａ2+-張力関係曲線は右下方に移動した．ニトログリセリ
ンの冠動脈のＫＣｌ拘縮に対する弛緩作用は細胞内Ｃａ2＋濃度を低下させることなく生じ，収縮
機構のＣａ感受性の低下が弛緩機構にとり重要であることを示唆する．ベラパミル：10-7～10-5
Ｍ(ＫＣ145,90,Ｍ)(□)．Ｃａ桔抗薬の冠血管拡張作用は収縮蛋白質のＣａ感受性には影響を与え
ずに膜電位依存性Ｃａチャネルを遮断することにより，細胞内へのＣａ2＋の流入を阻害し血管平
滑筋の弛緩を起す薬物であることを示している．
ｌｌｌｌｌＩ
-1010
ベラハミル（Ｍ）
1０５107 １０－６
一Lｰ恒
》(】
図５血管拡張薬とＣａトランジェント
捨
ニトログリセリン１０－５Ｍ
Ⅳ血管平滑筋・内皮細胞におけるＣａイオンの研究方法
3０５０７０９０１１０
細胞内Ｃａ2.濃度〈％）
9０
－１０
10
０
０
０
７
５
３
｛
訳
）
長
顎
'二掴
塁ア
１細胞内Ｃａイオン濃度の測定２８７
表的なものであるが，細胞膜に存在するＣａ2＋流入の通路としての膜電位依存性Ｌ型Ｃａチャネ
ルを遮断することにより，細胞内へのＣａ2＋流入を阻害し血管平滑筋の弛緩を起す薬物であ
る16,17)．標本をKClで脱分極しておいて膜電位依存性Ｃａチャネルを開かせ，細胞内へのＣａ2＋
流入による拘縮に対して，ベラパミルは濃度依存的にKCl拘縮とＣａトランジェントを抑制し，
10-5Ｍの濃度において完全に静止時と同じ値となった(図５(a))．ベラパミル存在下でのＣａ2＋
濃度と張力の関係は非存在下のそれとほぼ同じであった(図５(c))．Ｃａ捨抗薬の冠血管拡張作用
はその作用機序から推定されるように収縮タンパク質のＣａ感受性には影響を与えずに膜電位依
存性Ｃａチャネルを遮断することにより，細胞内へのＣａ2＋流入を阻害し血管平滑筋の弛緩を起
す薬物であることが明らかになった．
狭心症の治療薬としてニトログリセリンが用いられてきたが，その奏効機序は静脈系の拡張に
よる前負荷の軽減と，比較的太い冠動脈の拡張による冠血流分配改善ならびに冠動脈スパスムの
寛解にあると考えられている．この冠血管拡張の細胞内機序に関しては多くの研究があり，セカ
ンドメッセンジャーとしてｃＧＭＰの上昇に続いてｃＧＭＰ依存性プロテインキナーゼ(Ｇキナー
ゼ)の活性化が起り，細胞膜に存在するＣａポンプが刺激され，Ｃａ2＋の細胞外への排出が高まる
ためというのが有力な説である18,19〕、それ以外にはＧキナーゼを介するミオシン軽鎖リン酸化の
抑制など，細胞内Ｃａ2＋濃度とは直接関係のない細胞内機序が考えられている18-20)．この細胞内
機序に関する２つの仮説をテストするには細胞内Ｃａ2＋濃度の測定が必須であるので検討して承
ると，ニトログリセリンはＫＣｌ拘縮を抑制したがＣａトランジェントには何らの影響を与えな
かった．ニトログリセリンでＣａトランジェントが変化せずに弛緩が生じている状態に，さらに
Ｃａ桔抗薬のペラパミルを作用させると，Ｃａトランジェントが減少するとともに残っている張力
も消失した(図５(b))．ニトログリセリン存在下ではＫＣｌ拘縮の細胞内Ｃａ2＋濃度-張力関係曲
線は右下方に移動した（図５(c))．すなわち，ニトログリセリン存在下では張力が発生してくる
ためには細胞内Ｃａ2＋濃度がより高いことが必要であることを示す．ニトログリセリンの冠動脈
のＫＣｌ拘縮に対する弛緩作用は細胞内Ｃａ2＋濃度を低下させることなく生じ，収縮機構のＣａ
感受性の低下という機序が重要であることが示唆された8〕、
1979年に筆者らの研究21,22)により冠血管拡張薬のニコランジルの作用としてＫチャネルを開く
作用のあることが発見され，Ｋチャネルを開かせると膜電位が過分極してＣａチャネルが開きに
くくなりその結果細胞内Ｃａ2＋濃度が低下し，血管が拡張することが期待されると主張してき
た23)．最近，もっぱらこの作用機序により血管拡張を生ずるといわれているクロマカリム（BRL
34915)の登場により，血管平滑筋細胞膜のＫチャネルを開かせることにより血管拡張作用が得ら
れることがようやく世界的に認められるようになり，「Ｋチャネル開口薬」という用語とともに
注目を集めている24)．それでは，本当に上に述べた作用がＣａ2＋濃度の低下とともに生じてくる
のであろうかということで検討してみると，Ｋチャネル開口薬（クロマカリム，ピナシジル，ニ
コランジル）は３０，ＭまでのＫＣｌ拘縮とＣａトランジェントを部分的に抑制した．この作用
はＫチャネル遮断薬であるテトラブチルアンモニウムやグリベンクラミドによって遮断された．
２８８Ⅳ血管平滑筋・内皮細胞におけるＣａイオンの研究方法
クロマカリムは，４５，Ｍ以上のＫＣｌ拘縮とＣａトランジェントに対しては何ら影響しなかっ
た．これらの結果よりおそらく，クロマカリムは特異的なＫチャネル開口薬であることが考えら
れる．すなわち，３０，ＭまでのＫClによる脱分極時の膜電位はＫの平衡電位よりも脱分極側に
ありＫチャネル開口薬によりＫコンダクタンスが高まると膜電位が過分極してＣａチャネルが開
きにくくなり細胞内Ｃａ2＋濃度が低下するが，４５，Ｍ以上のＣａによる脱分極時の膜電位はＫ
の平衡電位にほぼ一致しているか，たとえＫチャネル開口薬により膜電位が若干過分極してもも
はやＣａチャネルが開いたままであることが考えられる25)．
５結 語
このように最近著しく進歩した細胞内Ｃａ2＋濃度測定方法を血管平滑筋に応用して，冠動脈に
対する血管収縮作用や血管拡張薬の作用を張力の変化と細胞内Ｃａ2＋濃度の変化と同時に測定し，
細胞内Ｃａ2＋濃度と張力の関係を明らかにし，血管収縮機構や血管拡張薬の作用機序を検討する
ことが可能となった．しかしながら，アゴニストによる血管収縮作用は同程度の張力発生にもか
かわらず，細胞内Ｃａ2＋濃度の変化はアゴニストにより異なること，一方，血管拡張薬の作用が
すべて細胞内Ｃａ2＋濃度の低下を伴うとは限らないことより，Ｃａ竺一濃度のみが張力の決定因子
でないことがうかがえ，血管の収縮･拡張機序を検討するにはさらなる研究が必要であることが
明らかとなった．それにしても，細胞や組織の機能の測定とともに経時的に細胞内Ｃａ2＋濃度を
測定できることは細胞の情報伝達系を研究する方法として今後もますます応用されるものと考え
られる．
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